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SUPERCRITICAL FLUID EXTRACTION FOR SOME CARBAMATE INSECTICIDES IN POTATOES SAMPLES, WITH HPLC/
FLUORESCENCE DETERMINATION AND HPLC/MASS SPECTROMETRY CONFIRMATION. Six supercritical fluid
extraction (SFE) methods were tested, by varying the following operational parameters. CO, pressure, time and temperature of
extraction, type and proportion of static modifier, and Hydromatrix®/sample rate into cell. Firstly, insecticide carbamates were
extracted from spiked potatoes samples (fortification level of 0,5 mg.Kg?) by using SPE procedures, and then final extracts were
analyzed HPL C/fluorescence. Good performance was observed with SFE methods that operated with values of temperature and
CO, pressure of 50 °C and 350 bar, respectively. Best efficiency was obtained when it was used acetonitrile as a modifier (3% on
the cell volume), and Hydromatrix®/sample rate of 2:1. Static time was of 1 min; total extraction time was of 35 min; dynamic
extraction was performed with 15 mL of CO,, and it was used methanol (2 mL) for the dissolution of the final residue. In such
conditions, pesticide recoveries varied from 72 to 94%, depending on the analyzed compound. In higher extraction temperatures,
a rapid degradation was observed for some compounds, such as adicarb and carbaryl; presence of their metabolites was further

confirmed by HPLC-APCI/MS in positive mode. Detection limits for chromatographic analysis varied from 0,2 to 1,3 ng.

Keywords: SFE method; HPLC/FS; HPLC-APCI/MS; potatoes; pesticides, carbamate insecticides.

INTRODUCAO

A necessidade de se analisar residuos de pesticidas em aimen-
tos, para efeito de regulamentac@o e controle, depara-se continua
mente com problemas analiticos complexos, porque uma grande va-
riedade de substéncias estruturalmente diferentes deve ser determi-
nada em um amplo ndmero de produtos agricolas ou aimentos em
geral. Por outro lado, os sistemas atuais de distribui¢do de alimentos
exigem andlises rgpidas. Portanto, sdo necessarios métodos analiti-
cos que possam oferecer resultados seguros e de forma répida, de
modo a atestar, em um tempo normalmente inferior a 24 h, se os
produtos que apresentaram contaminagdo devem ser retirados do
mercado, ou se sua importagdo deve ser cancelada'.

Na érea de andlise de residuos de pesticidas, alguns aspectos
préticos devem ser levados em consideragdo. Para fazer cumprir a
legislacdo vigente, os laboratdrios de controle e de execugéo de pro-
gramas de vigilancia empregam, em gera, méodos multiresiduos,
gue cobrem uma ampla faixa de pesticidas de distintas familias (al-
guns métodos cobrem até 300 pesticidas), ou como segunda opgao,
utilizam métodos seletivos que se aplicam a pesticidas da mesma
familia ou a um Unico principio ativo. Portanto, nem sempre tais
métodos sdo suficientemente sensiveis para todos 0os compostos uti-
lizados?. Os métodos convencionais, mesmo os mais seletivos, cos-
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tumam empregar um grande ndmero de ‘ etapas de bancada’, resul-
tando na utilizagdo de grandes volumes de solventes, utilizados nos
procedimentos de extracdo e cleanup, além de um tempo de andlise
bastante elevado.

Na andlise de pesticidas, técnicas de cromatografia em fluido
supercritico (SFC)** e extragdo em fluido supercritico (SFE)*® fo-
ram introduzidas no final da década de 80, como uma das alternati-
vas para o desenvolvimento de procedimentos de extracdo. Desta
forma, nos casos em que as recuperagdes dos métodos SFE sdo
satisfatorias para determinados principios ativos, os métodos que
empregam procedimentos de parti¢do liquido-liquido ou solido-li-
quido podem ser paulatinamente substituidos®. Técnicas de extragéo
empregando vécuo ou elevadas pressao e temperatura (instrumentos
Soxhlet, por exemplo)® tém sido utilizadas na etapa de extracdo dos
pesticidas em matrizes aquosas ou sdlidas (alimentos, solo). Entre-
tanto, tais técnicas apresentam a desvantagem de acarretar a degra-
dacdo térmica de grande parte dos pesticidas mais polares, como é o
caso dos inseticidas carbamatos e organofosforados. Uma vez que o
fluido supercritico pode ser visto como sendo tanto um gés quanto
um liquido, ele oferece a grande vantagem de participar como ambas
as fases nas técnicas de extracdo’, além de exibir elevado coeficiente
de difusdo, que favorece o processo de extragdo, sobretudo em ma-
trizes sdlidas.

Alguns procedimentos tém sido propostos para SFE de pesticidas,
mas de um modo gera a técnica deve ser otimizada, e ndo tem se
mostrado muito eficiente nas andlises multiresiduo®. Lopez-Avila e
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seus colaboradores® descreveram um procedimento de extragéo de
pesticidasem aimentosinfantis, utilizando como extrator afase|SCO
SFX 2-10, e acetonitrila como modificador de matriz, seguido de
andlise por imunoensaios. Sete carbamatos e aguns dos seus princi-
pais produtos de degradagdo foram extraidos de matrizes aquosas
por SFE, e seqliencialmente analisados por cromatografia gasosa
(detector termibnico nitrogénio-fosforo, NPD)*. Os autores utiliza-
ram, como agente dispersante/secante, terra diatoméacea. Valverde-
Garcia e colaboradores’® introduziram o sulfato de magnésio anidro
como agente secante, e demonstraram a eficiéncia do método na ex-
tracdo do inseticida metamidofos (organofosforado) em amostras
vegetais. Maistarde, esse mesmo grupo™ testou o sulfato demagnésio
na andlise por SFE de alguns pesticidas de variadas polaridades
(carbamatos, organocl orados e organofosforados), evidenciando que
atécnica é mais apropriada a extracéo de compostos de polaridade
variando entre média a alta. Hopper* empregou a técnica SFE para
efetuar uma etapa prévia de extragdo/purificagdo, na determinagdo
de residuos de inseticidas organoclorados e organofosforados, em
amostras com elevado teor de gordura. Para tanto, utilizou terra
diatomécea peletizada (Hydromatrix®) como agente dispersante e
acetonitrila como modificador, e obteve resultados de recuperacdo
satisfatérios, mesmo para os compostos de menor polaridade.

No presente trabalho, foram avaliados seis diferentes procedi-
mentos de SFE para andlise de cinco inseticidas carbamatos e alguns
dos seus produtos de degradacdo em amostras de batata, com base
na eficiéncia de diferentes combinagdes amostra/Hydromatrix®/
modificador, e variando ainda alguns par@metros operacionais, como
temperatura, pressdo e tempo total de extracdo. Apos extragdo dos
compostos, a determinacdo final se deu por cromatografialiquidade
alta eficiéncia (HPLC), acoplada a detector por fluorescéncia (FS).
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A confirmacdo da presenca de produtos de degradacdo foi obtida
por meio de HPLC acoplada a um espectrémetro de massas (MS),
com interface APCI (ionizag&o quimica a pressdo atmosférica).

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solventes

Todos os solventes utilizados foram de grau residuo (Mallinkrodt,
Merck), previamente filtrados em membranas de 0,45 um de didme-
tro de poro. A é&gua deionizada foi de grau Milli-Q®, produzida a
18,2 MQ cm’. Para a elui¢do cromatografica, utilizou-se também
agua grau HPLC (Merck). As solugdes-estoque (1000 ng.uL*) dos
inseti cidas carbamatos e dos seus produtos de degradacdo foram pre-
paradasapartir dos padrdes de referénciacertificados (pureza> 98%,
Dr. Ehrenstorfer, Alemanha), com a dissolugdo de quantidades exa-
tas dos principios ativos em metanol grau HPLC. A Tabela 1 fornece
agumasinformagdes acercadas propriedades dosinseticidas selecio-
nados para estudo. As solugdes de trabalho (entre 0,001 e 20 ng.uL?)
foram preparadas imediatamente antes do uso, por meio de diluicdo
da solucdo estoque com metanol. O dessecante Hydromatrix® foi
obtido da Varian (Califérnia, EUA), e os reagentes orto-ftalaldeido
(OPA), mercaptoetanol (MERC) e formiato de aménia, da Aldrich
Chem. Co. (Steinheim, Alemanha). A solucéo fluorogénica foi pre-
parada sempre no dia do uso, pela mistura de 50 mg de OPA (dissol-
vidos em 5 mL de metanol) em 500 mL de tampé&o tetraborato de
sadio. A mistura foi filtrada em membranas de 0,5 um de poro,
degaseificada em ultrassom e, em seguida, adicionados 25 plL do
reagente MERC. Esta solugéo foi armazenada ao abrigo daluz, per-
manecendo estével por no méximo 24 h.

Tabela 1. Algumas propriedades fisico-quimicas e toxicol égicas dos inseticidas selecionados para estudo

Composto Estrutura Massa Solubilidade LD, Principais produtos
Quimica molar (g.L?% a20°C)  ora em ratos de degradacdo
(g.mol?) (mg.kg?)
C|H3 o)
I
) CH3S—C—CH=N—0—C—N— )
Aldicarb | C—N—CHs 1903 6 1 ddicarb sulfona
CH3 H aldicarb sulféxido
iy
O—(|3|— N—CH3
Carbaril 201,2 0,04 850 1-naftol
CH3
O~ CHs3
Carbofuran O—C—N—CH3 221,3 0,32 8 3-Hidroxicarbofuran
a 3-Cetocarbofuran
H
_SCH;,
Metomil CHNHCON=C__ 162,2 58 21 -
SCH;3
P
O—C—N—CH3
Propoxur QO—C—(CH3)Z 209,2 19 50 -
|

H
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Equipamentos, acessorios e procedimentos
Para a extracdo em fluido supercritico (SFE)

Foi utilizado um sistema SFE da HP, modelo 7680T, composto
de um cilindro pressurizado contendo CO,; duas bombas de altapres-
s30 (HP, modelo 260D), uma para o doseamento do gas CO, (grau
SFE/SFC, da Air Products, Madri), e a segunda para o doseamento
do modificador (acetonitrila ou metanol), a uma proporgdo constan-
te do modificador em relacdo ao volume da célula; dois reservatorios
para os modificadores, além de um forno contendo a célula de extra-
¢80 (de aco inoxidavel, Chem Tube, Harbor City, CA, EUA). A Fi-
gura 1 mostra o diagrama para a extragdo em fluido supercritico.
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Figura 1. Diagrama esquematico do sistema de extracido em fluido
supercritico usado no preparo dos extratos

Paraaobtencdo dosextratos, aqui denominadosde ‘ extratos SFE’,
foram adotados seis diferentes métodos, cujos parametros
operacionais sdo apresentados na Tabela 2. Primeiramente, as amos-
tras de batata foram lavadas, descascadas, trituradas e depois
fortificadas com os cinco inseticidas (0,5 mg.Kg* para cada princi-
pio ativo). As amostras fortificadas foram misturadas com
Hydromatrix® sendo, em seguida, levadas as células de extragao.
Hydromatrix® foi utilizado com o objetivo de retirar a &gua presente,
além de melhor dispersar a amostra no fluido supercritico. A extra-
¢éo dinémica se deu com 15 mL de CO,, e a retomada do residuo
final, com 2 mL de metanol. Apés a aplicagdo do fluido contendo
diferentes proporgdes do modificador, a variados valores de pressao
e temperatura, os extratos SFE foram finalmente coletados, filtrados
emfiltrosMillex® (Millipore) e destinados as andlises cromatogréficas
por HPLC/FS e HPLC-APCI/MS. Foram efetuadas trés repeticoes
de extracdo SFE para cada método testado.

Para analise por HPLC/fluorescéncia

O equipamento utilizado nesta parte do trabalho, esquematizado
na Figura 2, consistiu de um sistema analisador de carbamatos

Tabela 2. Pardmetros operacionais dos procedimentos SFE adotados
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Figura 2. Diagrama esquematico do sistema HPLC/fluorescéncia utilizado
na analise dos extratos obtidos apds extracdo em fluido supercritico

(Carbamate Analysis System — CAS, Waters — Divisdo da Millipore,
Milford, MA, EUA), formado de dois sistemas de bombeamento
multisolvente (Waters, modelo 600E), um para a fase mével e outro
para os reagentes utilizados na reagdo fluorogénica em pds-coluna
(NaOH e OPA/mercaptoetanol). As bombas foram controladas pelo
sistema controlador de gradiente de solvente (PCRDS), que manteve
o fluxo dos reativos de 0,5 mL.min. As temperaturas dos fornos da
coluna e pés-colunaforam fixadas em 30 e 80 °C, respectivamente. O
sistema de detecg@o foi 0 detector por fluorescéncia daWaters (mode-
lo 470) e os parémetros espectroscopicos foram: A, ... = 339 nm,

it
A = 445 nm, com largura de banda de 18 nm. O sistema de

inej"e%o consistiu de um injetor do tipo universal U6K (Califérnia,
EUA), e o volume de inje¢do (para extratos ou solucéo padréo) foi
de 200 uL. A coluna cromatogréfica utilizada foi de fase reversa,
Supelcosil-C , (25 cm x 4,6 mm d. i.) empacotada com particulas de
silica esféricas com 5 um de diametro (Supelco, Inglaterra). O siste-
ma de integragdo/ monitoramento/processamento consistiu de um
modelo Waters 745B. Como fase mével foi utilizada uma mistura
agua-metanol-acetonitrila (A-B-C), a um fluxo de 1,5 ml.min?. O
programa gradiente utilizado foi o seguinte: polaridade decrescendo
de 88%A-12%B-0%C para 68%A-16%B-16%C durante os primei-
ros 4,1 min, e entdo para 30%A-35%B-35%C até o tempo de
16,1 min, retornando por fim a 88%A-12%B-0%C durante os Ulti-
mos 2,9 min (tempo total de corrida cromatogréfica: 19 min). Para
manter afase mével e os regentes de pos-coluna degaseificados, um
fluxo de gas hélio foi mantido a 200 mL.min™ nos respectivos reci-
pientes. Todas asinjegdes foram realizadas em duplicata, e os célcu-
los de concentragdo foram baseados em curvas de calibraco.

Procedimento Relagéo Pressdo  Temperatura Modificador Fluxo CO, Tempo Total
Hydromatrix®/amostra (bar) (°C) (%) supercritico (min)
(mL.min?)
A 21 350 50 acetonitrila (5%) 2,0 30
B 21 350 40 acetonitrila (10%) 2,0 30
Cc 2:1 350 50 metanol (2,5%) 15 35
D 21 350 60 metanol (5%) 2,0 20
E 2:1 350 50 acetonitrila (10%) 15 35
F 2:1 350 50 acetonitrila (3%) 15 35
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Para andlise por HPLC/espectrometria de massas

Um volume de 20 pL do extrato foi injetado por meio do injetor
universal U6K (California, EUA). Para a separagao cromatografica,
foi utilizada uma coluna em fase reversa C -Zorbax (15 cm X
4,6 mm d.i), empacotada com particulas de 5 um, e uma mistura
acetonitrila/dgua (a &gua contendo formiato de amdnio a 0,05 mol.L2),
como fase mével, aum fluxo de 1,0 mL.min%. Naandlise do aldicarb
e seus produtos de degradacao, o processo de €luigdo comegou com
5% de acetonitrila, aumentando linearmente durante 10 min, até 30%
de acetonitrila, e entdo retornando a 5% nos Ultimos 20 min (tempo
total da corrida cromatogréafica: 30 min), de modo a serem separadas
as substancias mais polares. Foi utilizado um sistema de bombas
binérias Waters™, modelo 616, acoplado a um controlador Waters,
modelo 600S (Waters, Milford, MA, EUA). Detalhes do esgquema
experimental por HPLC/MS foram anteriormente descritos?, Na
andlise do carbaril e seu principal produto de degradaco (1-naftol),
uma mistura acetonitrila/agua (ambos contendo 0,1% de acido
acético), a um fluxo de 1ml.min?, foi usada como fase mével. O
processo de eluicdo comegou com a fase mével contendo 5% de
acetonitrila, aumentando linearmente durante 30 min até 100% de
acetonitrila. Detalhes experimentais e otimizag8o da separacéo fo-
ram descritos anteriormente®. Para a fragmentacdo idnica, deteccdo
por MS e confirmagdo dos picos, foi empregado um espectrémetro
de massas VG Platform (Micromass, Manchester, Inglaterra), equi-
pado com a interface de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI). Os parametros operacionais fixados foram: fluxo de gés de
nebulizagdo: 10 L/h; fluxo de gés secante (N,): 300 L/h; potencial
aplicado: 20 V para o carbaril e 1-naftol, e 30 V para o adicarb e
seus produtos de degradacao; voltagem da coroa: 3,2 kV; modo de
ionizacdo: positivo; temperaturas da fonte de ions e da sonda APCI:
150 e 350°C, respectivamente. O equipamento foi controlado pelo

Extraco por Fluido Supercritico de Alguns Inseticidas Carbamatos em Amostras de Batata

217
RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao das técnicas cromatogr éficas

Andlise quantitativa e confirmatoria por HPLC-APCI/MS

A Tabela 3 lista os valores de nvz usados para confirmag&o dos
picos dos compostos analisados por LC-APCI/MS no modo SIR.
Sob as condicfes cromatogréficas descritas na parte experimental, o
carbaril foi eluido em aproximadamente 16 min (t ~ 15,6 min), e
seguiu 0os modelos gerais de fragmentag8o, ja descritos na literatu-
ra*. Osions usados paraidentificagdo foram: [M+H]* =202 e[M+H-
57]* = 145 (onde 57 = CH,NCO), equivaentes a0 pico molecular
protonado e ao pico originado dareagéo acidade hidrdlise do carbaril,
com consequente formag&o do 1-naftol protonado [C H,O]*, res-
pectivamente. Os picos de m/z 145 e 202 correspondem, respectiva
mente, ao pico base e ao segundo mais abundante, em uma poténcia
de fragmentag&o de 20 V. A Figura 3 mostra o cromatograma de ios
totais (TIC) e o registro do ion selecionado (SIR), em relacdo aos
ions 145, 202 e 177, usados para identificar o pesticida em um dos
extratos SFE. Os picos 145 e 202 foram predominantes, masnagrande
maioria dos extratos o pico 177 também esteve presente, indicando
uma expressiva decomposi¢do do carbaril, mesmo antes da andise
cromatografica. O pico 177 (t ~ 18,4 min) corresponde, na verdade,
a0 aduto [145 + 32]*, e esta associado a molécula do 1-naftol que se
uniu as moléculas intactas do metanol. Volmer et al.’> sugerem que,

Tabela 3. fons selecionados para andlise do inseticidas adicarb e
carbaril, e seus respectivos produtos de degradacao por HPL C-APCI/
MS

) i Composto fons selecionados (m/z)
sistemade dados MassLynx™, e os cromatogramas foram registrados, .
por monitoramento dos tempos de retengéo, atravésdacondicio SIR ~ Carbaril 145, 202
(selected ion recording), em uma faixa de m/z entre 80 e 250, de 1'”?“‘ tol 177
modo a selecionar-se cada molécula protonada ou fon fragmentado. ~ Aldicab 116, 191
As injecBes e monitoramentos de fragmentagBes foram realizados ~ Aldicarb sulféxido 132, 207
em duplicata. Aldicarb sulfona 223
100,
h AP+
] fon 145
n T T T 1
100-
S % ion 202
[
100
5 AP+
= ion 177
0 Fen - ¥
100
AP+
% TIC
—
0 e . . . . , ;
0 5 10 15 20 25 30 35 40
minutos

Figura 3. Cromatograma obtido por LC/APCI-MS, dos compostos carbaril e

1-naftol, presentes em um extrato de batata, fortificado a 0,5 mg.kg* de

carbaril. Acima, os ions com nmvz 145 e 202 ( para identificagdo do carbaril) e 177 (para identificagdo do 1-naftol, quando presente); abaixo, o cromatograma

de ions totais (TIC), mostrando os picos do carbaril (t ~ 15,6 min) e do 1-naftol

(t,~ 18,4 min)
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abaixastemperaturas de vaporizago e dafonte, certos adutosidnicos
podem ser formados da combinagdo de moléculas do analito e/ou
um dos produtos de degradacdo com o solvente organico presente.
Um tipico cromatograma idnico total (TIC) obtido por LC/MS
para padrbes dos compostos adicarb, adicarb sulféxido e adicarb
sulfona, € mostrado na Figura 4. Através do recurso de SIR, foi possi-
vel o isolamento dos ions correspondentes a cada composto em ques-
t80, 0 que resultou na eliminago de interferéncias e na melhoria da
sensibilidade do método cromatogréfico. Para o adicarb e o adicarb
sulféxido, osions[M-74]* foram mais abundantes, em relagéo ao com-
posto aldicarb sulfona, 100% de abundancia foi obtida para o ion

W42 A4 16 18 min
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T T T T T T S TR T Y71
223
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0 s0 110 1307950 T 180 30 30 " miz
100 116

" 207
70090 10 130 150 470 190 210 230 m/z

Figura 4. Cromatograma idnico total (TIC) obtido por LC-APCIMS para
0s compostos aldicarb sulféxido (1), aldicarb sulfona (2) e aldicarb (3).
Espectros de massa obtidos para compostos na mesma ordem

Quim. Nova

molecular protonado, [M + H]*. O estudo envolvendo padrfes mos-
trou também queareprodutibilidade, alinearidade e o limitede detecgéo
(em relacdo ao instrumento) foram adequados para monitoramento de
residuos de aldicarb e carbaril (mais susceptiveis a degradagdo em
elevadas temperaturas), aém de seus produtos de degradacéo (Tabela
4). Além disso, no modo APCI positivo, melhores respostas foram
observadas, confirmando outros estudos ja efetuados envolvendo o
uso de LC/MS para andlise de carbamatos'>16.

Tabela 4. Reprodutibilidade, linearidade e limites de deteccdo para
o0s inseticidas carbaril, aldicarb e seus produtos de degradagéo,
analisados por LC-APCI/MS

Composto  Linearidade Limite de deteccdo (ng) CV (%)?
(ng) HPLC/MS  HPLC/FS
Carbaril 0,8-125 0,6 04 5,6
1-naftol 0,6-150 04 0,2 73
Aldicarb 1-250 05 0,3 35
Aldicarb 0,6-200 0,5 0,2 4,2
sulféxido
Aldicarb 2-500 13 05 7,0
sulfona

aCoeficiente de variagdo (n=3)

Andlise quantitativa por HPLC/fluorescéncia

Um cromatograma HPL C/FS mostrando a separacéo de alguns
N-metil-carbamatos (NMCs) e seus produtos de degradagdo é mos-
trado naFigura5. Em relagdo aos cromatogramas obtidos pelo siste-
maHPLC/MS, que empregabombas binérias (fase movel acetonitrila/
agua), aresolucdo para HPL C/FSfoi melhor; o uso do metanol como
um terceiro modificador organico foi €ficiente para separar 0s picos
do propoxur e do carbofuran. Pelos dados constantes na Tabela 4,
pode-se verificar que a deteccdo por APCI/MS mostrou-se menos
sensivel que por FS. Entretanto, ambas as técnicas apresentam ele-
vada sensibilidade, o que as torna adequadas as andlises de residuos
desses compostos em niveis de partes por bilhdo, considerando que os
extratos podem ser previamente concentrados mediante suave corren-
tedeN,. Oslimitesde detecgdo variaram entre 0,2 €0,5 ng paraHPLC/
FS, tendo sido menores que aqueles encontrados por Pleasance et al.’
e comparaveis aqueles obtidos por outros laboratdrios'®°,

Eficiéncia do método SFE para extracao dos carbamatos

Como visto na parte experimental, os inseticidas carbamatos fo-
ram extraidos da matriz vegetal por meio do sistema SFE mostrado
naFigura 1, com CO, adiferentes valores de temperatura e pressdo.
Os dados constantes na Tabela 5 indicam que os compostos foram
eficientemente extraidos através dos métodosA, E e F (os parémetros
operacionais encontram-se na Tabela 2). Pode-se verificar que me-
nores recuperacdes foram obtidas quando o procedimento SFE foi
realizado em temperaturas mais altas, e utilizando-se 0 metanol como
modificador. A adic8o da acetonitrila como agente modificador ser-
viu para melhorar a particdo do gés carbdnico na amostra vegetal,
favorecendo a interagdio do fluido supercritico com os componentes
da matriz e, consequentemente, a extragdo dos andlitos.

Curiosamente, em todos os métodos testados, foi impossivel a
deteccdo do carbaril. A Figura 3 mostra apenas uma amostra
fortificada; nas amostras reais, o pico do carbaril foi considerado
desprezivel. Isto vem mais uma vez confirmar a répida degradacao
deste pesticida, em valores de temperatura acima de 35 °C%2, com
consequente formagdo do seu principal produto de degradacdo, o
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1-naftol, que é cerca de 3 vezes mais toxico que 0 composto precur-
sor’3, Neste trabalho, a presenca de elevados teores do 1-naftol foi
verificada em todos os extratos SFE analisados (Figura 4); tempera-
turas elevadas favoreceram, ainda, a formagdo dos produtos de de-
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Figura 5. A — Cromatograma de uma mistura de padr&es de carbamatos e
alguns dos seus produtos de degradagéo (concentragéo: 1 mg.L %), analisada
por HPLC/FS, conforme condi¢Bes descritas na parte experimental. (1)
Aldicarb sulféxido; (2) Aldicarb sulfona; (3) Oxamil; (4) Metomil; (5) 3-
hidroxicarbofuran; (6) Aldicarb; (7) Propoxur; (8) Carbofuran; (9) Carbaril;
(20) 1-naftal; (11) Metiocarb. B — Cromatograma de um dos extratos obtidos
apos procedimento de SPE (método E)
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gradacdo do aldicarb, nas formas oxidadas sulfona e sulfoxido (Fi-
guras 4 e 5), o quefoi comprovado pelos baixos indices de recupera-
¢80 deste composto paraa maioria dos métodos testados, exceto para
0 método F. Como os fatores relagdo Hydromatrix®/amostra e pres-
s80 do fluido foram mantidos constantes em todos os procedimentos
SFE testados, acredita-se que o pardmetro que mais influenciou nos
resultados de recuperacdo foi o modificador. Pode-se observar que
melhores resultados foram obtidos com menores quantidades de
acetonitrila (3%), porém o tempo de extracdo foi maior (35 min),
num fluxo de fluido supercritico moderado (1,5 mL.min?).

Com excegdo do méodo D, que utiliza 5% de metanol como
modificador, e menor tempo de extragdo (20 min), os demais méto-
dos SFE foram satisfatorios para a extragao do inseticida carbofuran
na amostra analisada. Deste modo, caso seja de interesse analisar
somente este composto, torna-se conveni ente el eger um procedimento
gue of erega mai ores vantagens econdmicas, com 0 € 0 caso do méto-
do C (ver Tabela 2).

O método D apresentou, ainda, a desvantagem de possuir menor
precisdo, indicada pelos maiores valores de coeficiente de variagéo.
Convém mencionar que, no presente traba ho, tomou-se o cuidado
deredlizar, entre cada processo SFE efetuado, uma criteriosa limpe-
zadas células de extragdo e dos frits (tampas das cél ulas que contém
amembrana por onde atravessa o fluido supercritico). Esta limpeza
consistiu de uma lavagem com solugo de Extran acalino a 20%,
por 10 min em banho de ultrassom, seguida de enxégiie seqiiencial
com &gua quente, agua fria e &gua deionizada, antes da secagem em
estufaa 75 °C. Os frits foram, ainda, sonicados com acetona por 10
min e depois enxaguados com agua deionizada, antes da secagem.
Esta cuidadosa limpezafoi realizada com o objetivo de evitar a con-
taminagdo das células, o que poderia resultar em valores superesti-
mados nas extragdes subsequientes. Portanto, o fato de os coeficien-
tes de variagdo terem sido relativamente elevados, chegando a atin-
gir afaixade 9 a 28% para a guns compostos, ndo pode ser creditado
a ineficiente limpeza do material. A baixa reprodutibilidade, para
tais casos, sugere que procedimentos SFE devem ser testados em
outros tipos de amostras vegetais, a fim de verificar-se se ha algum
efeito de matriz. Contudo, deficiéncias em relagéo as reproduti-
bilidades das técnicas SFE, quando aplicadas asanalises de pesticidas
em amostras vegetais, foram também comentadas por Lopez-Avila
et al 8. Este é um dos principais motivos pelos quais torna-se dificil
ainclusdo de métodos de preparo de amostras baseados nos procedi-
mentos SFE, como alternativas as metodologias convencionais de
bancada, o que pode ser comprovado pela ndo-aceitabilidade de tais
procedimentos por parte dos 6rgaos que estabel ecem e divulgam mé-
todos oficiais de andlise (por exemplo, 0o AOAC).

CONCLUSOES

Neste trabalho, foi avaliada a eficiéncia de diferentes procedi-
mentos de extracdo em fluido supercritico (SFE) para andlise de in-

Tabela 5. Valores de recuperacéo, apds extragdo em fluido supercritico, dos carbamatos estudados

Composto Método/Recuperacéo (%0)*
A B D E F
Aldicarb 12 (11,3) 17 (15,5) 16 (3,1) 23 (234) 55 (2,8) 92 (1,8)
Carbaril - - - - - -
Carbofuran 80 (9,3) 118 (3,7) 96 (2,5) 28 (6,1) 87 (3.7) 86 (3.2)
Metomil 81 (3,7) 111 (4,8) 33 (21,5) 18 (28,4) 96 (2,6) 95 (1,8)
Propoxur 77 (3,3) 150 (2,3) 40 (15,5) 25 (12,1) 89 (4,6) 72 (4,1)

*(Os dados entre parénteses referem-se aos coeficientes de variagdo, expressos em % (n=3).
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seticidas carbamatos em amostras de batata. Para as determinactes
cromatogréficas, duastécnicasforam utilizadas: HPL C/fluorescéncia
(quantificagdo) e HPLC-APCI/MS (quantificagao/confirmacdo de
produtos de degradacdo). A especificidade e a sdletividade que po-
dem ser acangadas em andlises diretas de carbamatos em matrizes
complexas, por HPLC/FS, por si so justificam o seu uso para
quantificagdo dos compostos. No presente estudo, a confirmacdo por
HPLC/MS utilizando a interface APCI foi necessaria, uma vez que
outras metodologias estavam sendo avaliadas (os procedimentos
SFE). No entanto, é conveniente mencionar que atécnicapor HPLC/
MS é extremamente cara, ndo so pelo fato de que a propria andlise
requer grandes volumes de solventes, mas também devido & neces-
saria manutencdo do equipamento. A vantagem adicional, que se
constitui no grande trunfo da técnica analitica HPLC-APCI/MS, é
gue se pode, a um sO tempo, determinar os residuos dos pesticidas e
confirmar a presenca desses residuos e de outros que porventura apa-
recam no cromatograma. A técnica SFE mostrou-se eficiente, na
maioria dos casos, exceto para o pesticida carbaril, que ndo pode ser
extraido das amostras, devido provavelmente a algum efeito de ma-
triz. Comparados as técnicas tradicionais de extragdo, envolvendo
uso de solventes organicos, os procedimentos SFE mostraram-se ex-
tremamente rapidos, baratos e ambientalmente mais limpos. Entre-
tanto, para alguns compostos, a reprodutibilidade foi insatisfatoria,
evidenciando a necessidade de estudos mais aprofundados.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem o auxilio financeiro do CNPq, através do
seu Programa de Bolsas no Exterior, que possibilitou a execugdo
deste trabalho no Conselho Superior de Investigagtes Cientificas,
em Barcelona, Espanha.

Quim. Nova

REFERENCIAS

A WNP

(4]

. Markus, C. M.; Food and Drug Journal 1992, 47, 701.

. Ambrus, A.; Thier, H. P; Pure Appl. Chem. 1986, 58, 1035.

. Stuart, I. A.; MacLachlan J.; McNaughtan, A.; Analyst 1996, 121, 11.

. Berger, T. A.; Wilson, W. H.; Deye, J. F; J. Chromatogr. ci. 1994, 32,

179.

. Yang, S. S.; Goldsmith, A. |.; Smetena, |.; J. Chromatogr., A 1996, 754, 3.

6. Bernal, J. L.; Delnozal, M. J.; Jimenez, J. J.; Chromatographia 1992, 34,

10.

11.
. Nunes, G. S;; Alonso, R. M.; Ribeiro, M. L.; Barcel6, D.; J. Chromatogr.,

13.

14.

15.

16.
. Pleasance, S.; Anacleto, J. F; Bailey, M. R.; North, D. H.; J. Am. Soc. Mass

18.
19.
20.

21.

468.

. Hitchen, S. M.; Dean, J. R. Em Applications of Supercritical Fluids in

Industrial Analysis; Dean, J. R., ed.; Blackie: Glasgow, 1993, cap. 1.

. Lopez-Avila, V.; Charan, C.; Van Emon, J. Em Immunoassay for Residue

Analysis; ACS Symposium Series, Beier, R. C.; Stanker, L. H., ed.;
California, 1995, cap. 5.

. Valverde-Gracia, A.; Fernandez-Alba, A.; Aglera, A.; Contreras, M.; J.

Assoc. Off. Anal. Chem. Int. 1995, 78, 867.

Valverde-Gracia, A.; Fernandez-Alba, A.; Contreras, M.; Aguera, A.; J.
Agric. Food Chem. 1996, 44, 1780.

Hopper, M. L.; J. Assoc. Off. Anal. Chem. Int. 1997, 80, 639.

A 2000, 888, 113.

Nunes, G. S.; Marco, M-P; Barcel6, D.; Ribeiro, M. L.; J. Chromatogr., A
1998, 823, 109.

Niessen, W. M. A.; Van der Greef, J.; Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry: Principles and Applications, Marcel Dekker, Inc.: New York,
1992, p. 229-245.

Volmer, D.; Levsen, K.; Honing, M.; Barcel6, D.; Abian, J.; Van Baar Gelpi,
B. L. M.; Th. Brinkman, U. A.; J. Am. Soc. Mass Spectrom. 1995, 6, 656.
Doerge, D. R.; Bajic, S.; Rapid Commun. Mass Spectrom. 1992, 6, 663.

Spectrom. 1992, 3, 378.

Slobodnik, M.; Jager, M.E.; HoeskstraOussoren, S.J.F ; Honing, M.;
VanBaar, B.L.M.; Brinkman, U.A.T.; J. Mass Spectrom. 1997, 32, 43.
Cairnes, T.; Siegmund, E. G.; Doose, G. M.; Langham, W.S.; Bull. Environ.
Contam. Toxicol. 1984, 32, 310.

Nunes, G. S,; Ribeiro, M. L.; Polese, L.; Barceld, D.; J. Chromatogr., A
1998, 795, 43.

Toscano, I.; Ribeiro, M. L., Rocha, J. C.; Nunes, G. S; Barcel6, D.; Quim.
Nova 2000, 23, 466.



